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濃縮方法の違いによる温泉水中のレジオネラ二二検出結果の比較
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　公衆浴場及び旅館業におけるレジオネラ症発生防止対策
については，「公衆浴場における衛生等管理要領等につい
て」（平成12年12月15日付生解発第1811号厚生省生活
衛生局長通知）の中に盛り込まれ，初めてレジオネラ属菌
の基準（10CFU／1001nL未満）及び検査法が示された．
このレジオネラ属菌検査法には，略冷却遠心濃縮法または
ろ過濃縮法のいずれかによること”と記載されており，濃
縮検体からの検査が推奨されている．その後，「公衆浴場
における衛生等管理要領等の改正について」（平成15年2
月14日付建発明0214004号厚生労働省健康局長通知）に
伴って，新たに“また，その具体的手順は「新版レジオネ
ラ症防止指針（以下防止指針）」の「〈付録＞1環境水のレ
ジオネラ属菌検査方法」を参照すること”という一文が付
記された．
　そこで我々は，この検査手順を参考に，濃縮方法の違い
による検査結果への影響の有無を確認するために，同一検
体に対し，冷却遠心濃縮法とろ過濃縮法による検査を同時
に実施した．
方 法
1．供試検体
　掛け流し温泉の浴槽水16検体及びその湯口水16検体を
供試した．
2．検査法
　同一検体に対し，冷却遠心濃縮法とろ過濃縮法による検
査を同時に行い，その結果を比較検討した．冷却遠心濃縮
法は，以下のとおりである．最初に，滅菌遠心管に検体
400mLを入れ，6，000　rpm，15℃，30分間遠心した．遠
心後，通常，上清をすべて捨てるが1・2），今回，沈渣の損
失をできるだけ防ぐために，あらかじめ滅菌遠心管を斜め
60度に傾けた時の41nしの液面の位置に印を付け，その
印まで上清をピペットで慎重に除去した．遠心管内の沈渣
を撹搾・混合して100倍濃縮液とし，接種検体とした．ろ
過濃縮法は，冷却遠心濃縮法と同じく検体4001nLを，直
径47mm，孔径0．2μmのポリカーボネート製メンブラ
ンフィルター（ADVANTEC）で吸引ろ過した．ろ過器
は，ろ液受フラスコ付のポリサルフォン製（NAL－
GENE）を使用した．ろ過終了後のメンブランフィル
ターを50mL用の滅菌遠心管内で4mしのろ液にひたし，
10分間，手で強く振とうした．このフィルター洗浄液
（100倍濃縮液）を接種検体とした．
　両濃縮法にて調製した接種検体は，それぞれ1mLを熱
処理区，酸処理区に使用した．熱処理区は，接種検体を
50℃，20分問処理してから100μLを，酸処理区は0．2M
HCI・KCl　buffer（pH　2．2）を等量加え，室温にて4分間
放置してから200μLを，さらに，未処理区として接種検
体100μLをそれぞれ自家調製したBCYEα培地とMWY
培地（共にOXOID：レジオネラCYE寒天基礎培地にサ
プリメントを指示通り溶解，添加し調製），及び生培地の
BCYEα培地とGVPC培地（共にBIOMERIEUX）に塗
布した．それらを37℃で10日問培養した．培養期間中に
発育したレジオネラ様集落を釣菌し，区画したBCYEα
寒天平板培地と血液寒天平板培地に画線培養した．培養後，
BCYEα寒天平板培地にのみ発育したものをレジオネラ属
菌と推定した．レジオネラ属菌の同定は，PCR法3・4），レ
ジオネラ免疫血清「生研」，レジオネララテックステスト
（OXOID），　DDHレジオネラ（極東）によるDNA－DNA
ハイブリダイゼーションにより行った．
結果及び考察
　掛け流し温泉の浴槽水及びその湯口水各16検体，計32
検体のうち，25検体からレジオネラ属菌が検出された．
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表1　レジオネラ属菌検出25検体における
　　　濃縮法的の確認画数（CFU／100　mL）
表2　レジオネラ属菌検出25検体における
　　　濃縮年別の確認珊々の状況
検体番号 ろ過濃縮法 号却遠心濃縮法 確認函数の状況 検体数 （％）
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
　80
　90
340
620
280
420
900
720
　20
　10
130
310
2000
　20
290
110
190
100
150
　10
　20
400
350
860
330
　20
　20
100
130
　60
　90
430
420
360
300
　20
270
470
＜10
＜10
160
130
　10
　40
＜10
〈10
　40
　80
180
380
ろ過〉遠心
ろ凹く遠心
21
4
（84）
・（16）
計 25 （100）
ろ過：ろ過濃縮法
遠心：冷却遠心濃縮法
不等号は確認菌数の状況を示す
く10＝非検出（検出限界未満）
その内訳は，浴槽水13検体，湯口水12検体であった．検
出結果を表1，2に示した．レジオネラ属菌が検出された
25検体のうち21検体（84％）では，ろ過濃縮法の方が冷
却遠心濃縮法よりも検出菌数が多かった．逆に，冷却遠心
濃縮法がろ過濃縮法を上回ったのは4検体（16％）であっ
た．また，2つの方法のうち，ろ過濃縮法でのみレジオネ
ラ属菌を検出したものが25検体中4検体あった．
　今回の実験結果から，濃縮方法の違いが検出瑞兆及び陽
性検：出率に大きな影響を及ぼすことが示唆された．冷却遠
心濃縮法の場合，遠心時間が一定であり，多数の検体処理
に適している．しかしながら，遠心終了時及び終了後の遠
心管移動における振動による沈渣の再浮遊や，沈渣となら
なかったレジオネラ属菌の付着した浮遊物の存在，さらに
は，デカンテーションやピペッティング操作などの上清除
去時に沈渣を損失する可能性があるなど，一連の濃縮工程
で菌体の回収に大きな影響があるものと思われる．一方，
ろ過濃縮法では，検体によりろ過時聞が予測しづらいこと
やろ過に長時間を要することがあり，多数の検体を同時に，
迅速に処理できない場合がある．また，ろ過フィルターの
材質や菌体を回収するためのろ過フィルターの洗浄方法に
注意を要する．しかしながら，釘応を吸着捕集することに
より効率的な濃縮が可能であると思われる．このように，
冷却遠心濃縮法とろ過濃縮法の特徴が，レジオネラ属菌の
検出菌数や陽性検出率に影響しているものと思われる．
　今回，これらのことをふまえ実験を実施したが，両濃縮
法での検出菌数の比較結果，さらには冷却遠心法では陽性
検体とならなかった4検体がろ過濃縮法で検出されたこと
を考慮すると，温泉水からのレジオネラ属菌の検出には，
ろ過濃縮法が優れていると考える．
　ところで，行政検査においては，前述通知文が検査法の
根拠となる場合がある．現在，公衆浴場におけるレジオネ
ラ属菌の基準は，10CFU／100　mL未満とされている．こ
のことは，レジオネラ症防止指針に示されている冷却遠心
濃縮法またはろ過濃縮法でレジオネラ属菌が検出されない
ことを意味しており，温泉利用施設などの衛生管理や指導
に影響している．つまり，該当施設の自主検査において，
実際にはレジオネラ継接が存在しているにもかかわらず，
レジオネラ属菌が検出されなかった場合，その施設の衛生
管理が適切である根拠の一つとなり，その後の衛生管理法
の改善や指導の遅れがレジオネラ属菌の増殖を促すことと
なり，患者発生につながる可能性がある．従って，検体液
の濃縮法には高い精度が求められる．検体液の濃縮に冷却
遠心濃縮法あるいはろ過濃縮法のどちらを選択するかは，
検査機関の機材，検査件数などの要因に影響されると思わ
れる．このことから，両法のいずれを選択しても濃縮法に
よるレジオネラ属菌の検出精度に違いが生じないように，
手法を改善していく必要があると考える．
　稿を終えるにあたり，本研究は平成19～20年度厚生労
働科学研究補助金（健康安全・危機管理対策総合研究事
業）「迅速・簡便な検査によるレジオネラ対策に係る公衆
浴場等の衛生管理手法に関する研究」の一環として実施さ
れたことを付記する．
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